トロンビン活性発現に重要なアミノ酸残基の検討－異常プロトロンビンの生化学，分子生物学的検討を用いて－ by 森下 英理子
514 金沢 大学十全医学会雑誌 第102巻 第 4 号 514
- 525(1993)
ト ロ ン ビ ン 活性発現に重要なア ミ ノ 酸残基の検討
一 興常プ ロ ト ロ ン ビ ン の 生化学 , 分子生物学的検討を用 い て -
金沢 大学医学部内科学第 三 講座 (主任 : 松 田 保教授)
森 下 実 理 子
プ ロ ト ロ ン ビ ン は , 血 液凝固系に お い て 中心 的な 役割 を果たすセ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で ある ト ロ ン ビ ン の 前駆 体で ある .
本研究 では , 先天性 プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症 (プ ロ ト ロ ン ビ ン H 血i) の 患者を 対象と して , 精製プ ロ ト ロ ン ビ ン の 酵素学的性質
を検討し , さ らに そ の 遺伝子構造 を解析 し異 常部位を同定する こ と に よ り, ト ロ ン ビン 活性発現‡こ 重要な ア ミ ノ 酸残基に つ い
て 検討L た. 発端者 の プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性は 正 常の 約 10 %で あ っ た が , 同抗原量は 正常値 で あり , 出血傾向は認め な か っ た .
発端者 の 血 紫か ら精製 した異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の 酵素学的性質の 検討を行い , 以下 の 結果を 待た . 1) 異常プ ロ ト ロ ン ビ ン の
Ⅹa 因子 に よ る活性化様式は , 正常 プ ロ ト ロ ン ビ ン と 同様で あ っ た . 2) 異常プ ロ ト ロ ン ビ ン を 活性化 して 得 られ た α小 ロ ン
ビ ン は , フ ィ ブリ ノ ゲ ン 凝固活性 は低下 し て い た が , 合成 ペ プ チ ド基質に 対す る水解能は 正 常と 同 じで あ っ た . 以上 の 結果か
ら, プ ロ ト ロ ン ビ ン Himi は α一 ト ロ ン ビ ン 領域の 基質結合部位に 異常が存在す る こ と が 予測 され た . 次に 構造異常を解析する
た め に , プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症 の 遺伝子解析 を行 っ た . 発端者お よ びそ の 家族 の 染色体 D N Aよ り , α - ト ロ ン ビ ン 領域を コ ー
ドする エ ク ソ ン 8 か ら1 4 ま での 領域を ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応に て増幅 し , 一 本鎖核酸構造多形性 (single-Str a nd c o nfor m ation
polym orphism . SS C P) 法に て塩基配列の 異常を検索 した . そ の 結果 , エ ク ソ ン10領域 に こ の 家系に 特異的な 2種類の 異常 ア レ
ル が検出 され , 発端者は こ の 2種炉の 異常 ア レ ル を有 して お り , 一 つ は 父 か らもう 一 つ は母 か ら受け継がれ て い る こ とが 示 さ
れ た . そ こ で 発端者 の D N A を用い て , ニ の 異常な S S C Pパ タ ー ン を示 した エ ク ソ ン10領域の 塩基配列を決定 した と こ ろ ,
337番 目の メ チ オ ニ ン (m ethio nin e-337, Meト337) が ス レ オ ニ ン (thre o ni e, T hr) (T → C) (変異Ⅰ) に , 388番 目 の ア ル ギ ニ ン
(arginin e
-388, Arg
-388) が ヒ ス チ ジ ン (histidin e, His)(G- → A)( 変異Ⅱ) に 置換 して い た . 両 親 の プ ロ ト ロ ン ビ ン 遺伝子 の 塩基配
列を決定する こ と に よ り , 変異Ⅰ は父 由来, 変異 Ⅲほ 母 由来で ある こと が 明 らか と な り , 発端者は 2種類の 異 な る異常 プ ロ ト
ロ ン ビ ン を 有する 二 重 ヘ テ ロ 接合体で ある と 考え られ た . こ の よ う に , ト ロ ン ビ ン 分子上 の Meト337 と Arg-388 は, フ ィ ブリ
ノ ゲ ン を フ ィ プ リ ン に 変換す る際 に 重要な ア ミ ノ 酸残基 で ある こ と が示 唆さ れ た .
Key w ords prothrom bin, thro mbin, dyspr othro mbin e mia, fibrin ogen, thro mbom odulin
プ ロ ト ロ ン ビン は , 分子量約72,000 で579残塞か ら な る 一 本
鎖糖蛋白質である- トJ}. プ ロ ト ロ ン ビン の 活性化は . Xa 因 子iこ
よ り ア ル ギ ニ ン (a rginin e, Arg)-271- ス レ オ ニ ン (thr e o ni e,
T hr)-272結 合が水解 され , フ ラ グ メ ン ト 1+2 と プレ ト ロ ビ ン
2 と な る. プ レ ト ロ ビン 2に は酵素活性は なく よ Arg-320- イ
ソ ロ イ シ ン (is ole u cin e,Ile)一321結合が 氷解 され て α-ト ロ ン ビン
と な る.
反応生成物の α 一 ト ロ ン ビン ほ セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ に 属 し ,
フ ィ ブリ ノ ゲ ン に 作用 して フ ィ プ リ ン を 生成す ると 共に , 凝固
補酵素蛋白の 第 V 因子 や 第 VIII因子, お よ び第 ⅩⅠⅠ国子 や血
小板を活性化 し , 凝固促進的に 作用する . しか し 一 方で , ト ロ
ン ビ ン は プ ロ テ イ ン C を中心 と した 凝固制御系を活性化 し, 積
極的に凝固制御国子と L て機能 して い る . つ ま り , ト ロ ン ビ ン
が 血 管内皮細胞膜 に 存在す る ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン と 結合す る こ
と に よ り , 抗凝固性セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 前駆 体 の プ ロ テ イ ン
C が選 択 的 に 活性化 さ れ , さ ら に ト ロ ン ビ ン の 向凝固作用
(フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 凝 固, 第 V 国 子 , 第 VIII因子, 第 XIII困子
活性化, 血 小板活性化な ど) が 阻害 され る . こ の よ う に ト ロ ン
ビ ン は , 凝固 促進作用 と 凝固阻止作用 と い う 相反する作用 を両
方有す る こ と が 知 られ て い る .
し か し , ト ロ ン ビ ン 分子 上 の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン や ト ロ ン ボ モ
ジ ュ リ ン な どの 種 々 の 基質と の 結合部位に 関する詳細 は不 明 な
点が 多く , ト ロ ン ビ ン 活性の 発現機序に 関する研究は現在も多
くな され て い る . い く つ か の 試験管内反応系に お ける研究の 報
告に よ る と , ア ニ オ ン 結合部位 と呼 ばれ る活性中心 周辺の 陽性
に 荷電し て い る表面残基の 領域 が , 多 くの 基質, 補因子 , イ ン
ヒ ビ タ ー との 結合部位である と考 え られ て い る . .α-ト ロ ン ビ ン
か ら β- ト ロ ン ビ ン に変換す る際に 切断され る Arg-393も ア ニ
オ ン 結合部位 に 位置 L て お り, β- ト ロ ン ビ ン は 合成基質を分解
するもの の フ ィ ブ リ ノ ダ ン せ フ ィ プ リ ン に 変換せ ず, プ ロ テ イ
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異 常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の 解析
ン C の 活性化も低下す る こ とか ら , ア ニ オ ン 結合部位は フ ィ ブ
リ ノ ゲン や ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン と の 結合に 重要な領域で ある と
考え られ て い る ･ また , 現在 まで に い く つ か の 異常 ト
ロ ン ビ ン
の構造解析 と酵素学的性質と の 検討 に よ り , ト ロ ン ビ ン 分子の
基質結合に 重要 な役割を果た し て い る ア ミ ノ 酸残基が決定さ れ
て い る . こ の よ う に 試験管内反応系 で の 研究結果の み で なく ,
異常 ト ロ ン ビ ン を 有す る臨床例を 用 い て , そ の 異常分子 の 構造
ぉよ び政能を検討する こ とに よ r), ト ロ ン ビ ン 活性の 発現に 重
要な部位 を明 らか に する こ とが で き る･
本研究 で は , 最近偶然発見され た 出血 傾向を認め ない 先天性
プロ ト ロ ン ビ ン 異常症の 患者を対象 と して , 精 製異常 プ ロ ト ロ
ン ビ ン の 酵素学的性質を検討し , さ らに そ の 遺伝子構造を解析
L異常部位を同定す る こ と に よ り , ト ロ ン ビ ン の 凝固促進ある
い は凝固 阻止作用の 活性発現に 重要 な ア ミ ノ 酸残基に つ い て検
討した .
対象お よ び方法
Ⅰ . 対 象
対象は , 先天 性プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症の
一 家系 (発端者 お よ
びそ の 両親 , 二 人 の 妹) である . 発端老は 富山 県氷見市出身の
26歳女性で , 出血 傾向の 既往歴 ほ な い . 妊 娠時の 凝血学的検査
に て , プ ロ ト ロ ン ビ ン 時間お よ び活性化部分 ト ロ ン ポ プ ラ ス チ
ン 時間の 延長を認め た た め , 精 査 目 的に て 当院内科 を受診 L
た . 尚 , 2 回 目の 出産で は帝王 切開を施行す るも異常出血 の 合
併は認め なか っ た . 両 親は 血族結婚で は な く , 家系内に 異常出
血者は認 め な い ( 図 1 ). 身体所見 一 般血 液学的検査成績に つ
い て は ▲ 特記す べ き こ と は な い .
Ⅲ . 方 法
1 . 血 液凝固 パ ラ メ 【 タ の 測定
採血 は 3.8 % ク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム 0.5ml 入 り真空採 血管に
4.5mlの 血液を 採取 し, 速やか に 4
8
C . 3000rpm ,1 0分間遠心 分離
し て 血凍 を得 た . 各測定項目 の う ち , プ ロ ト ロ ン ビ ン 時 間
(pr othr o mbin tim e, P T), 活性 化部 分 ト ロ ン ポ プ ラ ス チ ン 時間
(activ a ted pa rtialthr o mboplastin , AP T T), フ ィ ブ リ
ノ ゲ ン 溝
鼠 各種凝固因子活性は採血後 ただ ちに 測定 し, 残り の 血 糞は
- 80 ℃に て凍結保存 し , 随時融解 し て 使 用 した . P T はシ ン プ
ラ ス チ ン (Orga n on Teknika. Tur nho ut, Belgiu m) を試薬 と
し
5J
. ま た A P T T は プラ テ リ ン ･ プ ラ ス
･ ア ク チ ベ ー タ
(Orga n o nTeknika) を試薬と し
6,Quick 一段 法に よ り, 自動測
装置(Aut o-Fi, Dade, Maia mi, U SA) を 剛､ て 測走し た ･ フ ィ ブ
リ ノ ゲ ン は ト ロ ン ビ ン 時間法
7一 に よ る測定 キ ッ トで あ る 芋 - タ
フ ァ イ ･ フ ィ ブ リ ノ ゲ ン (Ba xt er. M ia mi.し
.
S A ) を用い て , 自動
測定装置に て 測定 した . 第 V, VII, VIII, X, X. XI, XII凝固因
子活性は , それ ぞれ の 因子 欠乏 血莱(Baxte r) を 剛 ､て
一
段 法に
よ り測定 した . 第 XIII凝固因子抗原量は , コ ア ソ ル F XIII (メ
デ ィ カ ル リ ン ク , 神奈川) を 用 い て 測定 し た .
2 . 血 凍中 プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性お よ び 抗原量の 測定
凝固系 に お け る プ ロ ト ロ ン ビ ン 活 性化因子 は , Xa 因 子 ,
Ca2
■
イ オ ン , リ ン 脂質 およ び Va 因子の 複合体 (プ ロ ト ロ ン ヒ
ナ ー ゼ 複合 体) で あ るが , プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性の 測定法に は 通
常外因系の 組織 ト ロ ン ポ プ ラ ス テ ン に よ る 一 段法 が 剛 ､ ら れ
P C R, pOlym eras e chain rea ction ; P T, PrOthr o mbin tim e
COnfor m atio npolym orphism ;T BS, tris buffered salin e;
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る . 特 殊 な プ ロ ト ロ ン ビ ン 活 性 の 測 定 法 と し て , Eぐんi∫
川 万 別 血㌦ や Taipa n蛇 などの 蛇毒酵素や , ス タ フ ィ ロ コ ア グ
ラ ー ぜ -川
-
を プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性 化国 子 と し て 用 い る場合があ
る . g亡んね cαr 血 れび 蛇毒中に 存在す る プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性化
酵素は , Ca
2+イ オ ン や リ ン月旨質, Va 因子を要求せず . プ ロ ト ロ
ン ビ ン 分子 内の ペ プチ ド結合を特異的に 氷解す る こ とに よ り ,
α-ト ロ ン ビ ン へ と活性化す る川 . 5f呼ん〆o c o r 川 ∫ d 以rP 〟∫の 菌体
外蛋白質 で ある ス タ フ ィ ロ コ ア グ ラ ー ゼ は , プ ロ ト ロ ン ビ ン と
1:1 の 分子複合体を形成す る こ と に よ っ て プ ロ ト ロ ン ビ ン を活
性化するが , こ の 際他の 因 子は 必 要で な く , また 分子内の ペ プ
チ ド結合も全く水解され な い . 今回 は , 通常 の 一 段法と , 特殊
な 測定法と して Echts c arz
'
n atus 蛇毒(Sigm a, St･Lo uis, U S A),
ス タ フ ィ ロ コ ア グ ラ
ー ゼ ( 九州大学理学部 , 岩永貞昭教授よ り
供与) を 用 い た方法を行 っ た .
プ ロ ト ロ ン ビ ン 抗原量は La u rellt2)l すなわ ち抗 ヒ ト プ ロ 1､ ロ
ン ビ ン 抗血 清 (Behringw erke A G. Ma rburg, Ger m a ny) を含む
ァ ガ ロ ー ス ゲ ル 平板中で 被検血凍を電気泳動 させ , 沈降反応に
ょ っ て 生ず る ロ ケ ッ ト状の 沈降帯の 高さ を抗原量と して測定 し
た .
3 . プ ロ ト ロ ン ビ ン 抗原の 定性と 易動度の 検討
抗原の 定性に つ い て は オ ク タ ロ ニ ー 法
13) を 剛 ､て , 被検血 歴
と健常 血旅 の 沈降線を比較 した . 抗 ヒ ト プ ロ ト ロ ン ビ ン 抗血清
を 用 い て ア ガ ロ ー ス ゲル で被検血祭 と健常血祭の 二 次元免疫電
気泳動川 を行い , 易動度を比較 した .
4 . 精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン およ び ト ロ ン ビ ン の 性状に つ い て の
検討
1) プ ロ ト ロ ン ビ ン およ び ト ロ ン ビ ン の 精製
/ 10 的 9
Fig. 1. Pedigr ee of the fa mily with prothro mbin Himi･
Pr oba nd is indic a ted by a n arrow . T he n u mber sbelo w
the symboIs de n ote pro thr o mbin clotlng a Ctivitie s
(o n eTSt age aS Say m ethod) as a per c e nt age of n or mal
a ctivity. Inherita n c e ofthe v aria n tprotein s w as follo w ed
o nthe basis ofthe P C R-S S C Pan alysis. 凸. Het er ozygot e
for the tTPeI m utatio n(Ⅰ/-):⑳･ heter ozy g
ot efor the ty pe
Ⅲ m utatlO n(n/-):㊤, C OrnPO u nd heter ozygoteforthe ty pe
I a nd Ⅱ m u t atio n s(Vn):G), n Or m al: O T n Ot te Sted･
; S D S, SOdiu m dodecyl sulphate ; Ss c p. single-Stra nd
T hr, threo ni e
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プ ロ ト ロ ン ビ ン は Morris o nお よ び Es n o uf の 方法15,に 準じて
精製 した . すな わ ち , 100mlの ク エ ン 酸加 血祭 を塩化バ リ ウ ム
で 吸着 しモ ノ Q (P har m acia. Up ps ala, Sw ede n)カ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー で溶 出 した . 精製 α一ト ロ ン ビ ン ほ , Kaw abat aらの
方 法岬 に よ り精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン を gr鬼才∫ r d 7･i
●
門 口才以∫ 蛇毒 を用
い て 活性化 し , C M- セ 7'ア ロ ー ス (P har m a cia) カ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に て 溶出 した . 得 られ た精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン と α-ト
ロ ン ビン は , La e m mliの 方法1
7■
に よ っ て ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ
ム ー ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気泳 動 (s odiu m dodecyl
s ulfateLpOlya crylarnide gelelec trophoresis. S D S-P A G E) を行 っ
た .
2) 精製プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性化に よ る生成 α-ト ロ ン ビ ン 活性
の 検討
0.1M CaCI2 を 含 む 0.05 M ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH 8.0)
(Tris-buffereds alin e, TBS)中の 精製プ ロ ト ロ ン ビ ン に , 活性化
因 子 と し て ウ シ Xa 因子 (Enzym e Res e ar ch Labor ato rie s.
So uth Be nd. U S A) ある い は Echis c a rtn atu s蛇毒を 加 え て ,
37 ℃90分間加 温 した . 経時 的に 反応混合液 5恥l を分取 し ,
S DS-P A G E を行 い , プ ロ ト ロ ン ビ ン の 限定分解 パ タ ー ン を み
た . さら に 同時 に , 生成 ト ロ ン ビ ン の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 凝 固活性
お よ び 合 成 基 質 S-2238(Kabi Diagn o stic a, St o ckholm ,
Sw ede n) を 用 い た合成基質氷解活性を測定 した .
5 . D N A解析
1) 末梢白血球か らの D N A抽出
高分子 D N A は▲ Ku nkel らの 方法岬 を 一 部改変 し , 以 下の よ
う に L て抽出 した . エ チ レ ン ジア ミ ン 四酢酸(ethyle n edia min e-
t etr a ac etic acid, E D T A)の は い っ た 採 血 管 で 10ml 採 血 し ,
NaCl で等張に した デ キ ス ト ラ ン 溶液を 1/3量加 え て 1 時間放
置 し た . 上 層 を 遠心 して 得 た 沈殿 を燐酸緩衝食塩水 (pH 7.2)
(pho sphate-buffe red s alin e, P B S) (10m M 燐酸緩衝液 , 0.14 M
NaCl)で 2 回洗浄 した後 , 5倍 量の 細胞分解溶液 (0.32 Mス ク
ロ
ー ス
, 1 % ト リ ト ン Xー, 5m M MgCl2 . 10m M Tris-H Cl
(pH 7.5))に 懸濁 した . 遠心 後 , 沈 殿 し た 核分画 に 生 理 食塩
水-E D T A液を 5ml, 10 % S D Sを 0.5ml 加 え 横枠後, プ ロ テ ィ
ナ ー ゼ K 溶 液 (10mg/rnl) (Me rck, Dar m stadt. Ge r m a ny) を
55Jl`加え , 37 ℃4時間保温 した . 等量の フ ェ ノ ー ル を 混和 し遠
心 後水層を 回収 L た. 同様の 操作 を フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム
(1:l) 液, ク ロ ロ ホ ル ム ･ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (24:1) で繰
り 返 した ･ 得 ら れ た 水 層 を エ タ ノ ー ル 沈殿 さ せ , 沈 殿 し た
D N A を 200～ 500pl の T E 溶 液 (10m M Tris-H Cl. 1m M
E D T A(pH 8.0))に 溶解 し , 4 ℃ に 保存 し使用 した .
2) プ ラ イ マ ー 作成
Da vie ら の 報告牌 に よ ると , プ ロ ト ロ ン ビ ン の D N Aの 長さ
は 21 K bp で14の エ ク ソ ン を含 ん で お り , か ト ロ ン ビ ン 領域は
エ ク ソ ン 8 から エ ク ソ ン14 ま でに 含 まれ て い る . 今回 の DN A
解析は α-ト ロ ン ビ ン 領域に 範囲を 絞 っ た の で , エ ク ソ ン 8 から
エ ク ソ ン1 4 まで の すべ て の エ ク ソ ン 配列と ス プ ラ イ シ ン グ部位
を解読でき るよ うに , Da vie らが 報告 した プ ロ ト ロ ン ビ ン 遺伝
子 の イ ン ト ロ ン 配列か ら計5 対の プ ラ イ マ ー を 作成 した . すべ
て の プ ラ イ マ ー は , ス プ ラ イ ス 部位か ら約50塩基上流ま たは 下
流に 設定 L た. そ れぞれ の プ ラ イ マ ー の 配 列は , 裏 1 に 示 し
た .
3) ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖反応法 (polym er a se chain r e actio n,
P C R)
高分子 D NA IFLg を鋳 型 D N A と して , 2 00pM の プ ライ 7--
1 組 , ギ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 燐 酸 (de o xyn ucle oside
tripho sphat e. d N T P) 各 200pM , Taq D N A ポリ メ ラ ー セ
(Pe rkin-Elm erCetu s. Nor w alk, U S A) 2.5 単 位 を , 10m M
Tris-H CIpH 8.3, 50m M K Cl. 1m M MgCl2 , お よ び 0.01 %∴ ゼ ラ
チ ン の 緩 衝液 に 加 え
20
＼ 滅菌蒸留水 に よ り全量 100/J= こ調整し
た . 加熱に よ る反応液の 蒸発を防ぐた め , 5恥1の ミ ネ ラ ル オ イ
ル (Sigm a) を重 層 し た . 反 応 は D N A T her m al Cycler
(Perkin-Elm erCetus) を 用い , 勲変性 , ア ニ ー リ ン グ , プ ライ
マ ー 伸張の 条件は それ ぞれ 表 1 に 示 した よ う に 設定 し , こ れを
1 サ イ ク ル と して 30サ イ ク ル 繰 り返 した , 反応終 了後 , 上 層の
ミ ネ ラ ル オ イ ル を 除去 し, 増幅 し た D N A断片を ク ロ ロ ホ ル ム
で 抽出 した .
4) 一 本 鎖 核酸 構造 多形性 (single-Str a nd c o nfor m atio n
POlym orphis m . S S C P) 法
S S C P法は , すで に 塩基配列の 知られ て い る特定の 遺伝子の
構造異常 を検索す る際に 有効な解析法 で ある . 原理 ば 以 F
●
の よ
う な もの で あ る ､ [α-ユ2 p] デ オ キ シ シ チ ジ ン 三 燐 酸 (de o x)し
Cytidin e tripho spha te, d C T P) を直接 P C R反応液に 入 れ て増幅
D N A断片を32P で標識 し , 加 熱変性さ せ た後中性 の ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル に て 電 気泳動す る . 変性 し て 一 本 鎖 と な っ た
D N A断片は , そ の 塩基配列に 特異的 な高次構造を取 る た め ,
Tablel. Oligo n u cle otide s a nd c o ndit o n s u s ed to a mplify the hu m a npr othr o mbin ge n e
Ex o n Oligo n u cle otide s De n atu ratio n An n eal ing Exte n sio n
8 ～ 9 5
'
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異常プ ロ ト ロ ン ビ ン の 解析
相補的 な 二 本の 断片は そ れ ぞれ 電気泳動 上 異 な る 移動度を 示
す. ニ こ で D N A断片内に 塩基置換や短い 塩基の 挿 入 , 欠失な
どの 構造変化が存在する場合は , そ の 一 本鎖 D NA の 高次構造
が変化す るた め , 構造 変化の な い 断片と は異 な る位置に 電気泳
動され る . 従 っ て 断片の 移動度の 差と し て , こ の 塩基配列上 の
変化を検出す る こ と が でき る ･
PC R-S S C P は, Orit a ら の 方法
21)22} に 従 っ た . P C Rは , 高分
子 D N A 50ng , d N T P各 30FLM , 1FLM の プ ラ イ マ ー 1 軋 Taq
D N A ポリ メ ラ ー ゼ 0.25 単位, [α-32P】dC T P(111 T Bq/m m ol.
370 M Bq/ml) (Am er sha m, Bu ckingha m shire. U K)0･2plに 前述
した P C R緩衝液を 加 え全 量 5/ノⅠ と L て 行 っ た . 増幅 した 放射
性標識 D N A断片を , ホ ル ム ア ミ ド色素溶液 (95 %ホ ル ム ア ミ
ド, 20m M E D T A, 0.05 % ブロ モ フ ェ ノ
ー ル ブ ル ー , 0,05% キ
シ レ ン シ ア ノ ー ル) に て1 0倍に 希釈 し , 90℃3 分加 熱変性 さ せ
た後 , 90m M Tris- ホ ウ酸 pH 8.3. 2.5m M E D T A お よ び 5 %ニグ
リ セ ロ ー ル を含 む 5 % ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (ア ク リ ル ア ミ
ド/N, N
'
- メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド , 49:1)に の せ ∴ 走電
力▲ 40 Wで 約3 ～ 5時間電気泳動 し た . この と き , ゲ ル 板を送
風機 に よ っ て 空冷 し た . 泳動後 ゲ㌧レを乾燥 L , オ ー ト ラ ジ オ グ
ラ フ ィ ー を 行 っ た .
5) シ ー ク エ ン ス 反 応
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一 対の プ ライ マ ー の う ち 5
'
末端 側の プ ラ イ マ ー を , T 4 ポリ
ヌ ク し オ チ F
､
キ ナ ー ゼ (ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 寓Ll｣) を 用い て ,
10m M A T P存在下 で リ ン 酸化し , P C Rに 用い た . P C Rで 増幅
し て 得 られ た D N A断片1 ま, 0｡8 %低融点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル (ア ガ
ロ ー ス L, ニ ッ ポ ン ジ ー ン) に 泳動後 , 目的とす る D N A断片
を切り出 し , サ ブ ク ロ ー ニ ン グに 用 い た . ラ イ ゲ ー シ ョ ン は ,
Sm aI 切断 し 脱 リ ン 酸 化 した pU C19 プラ ス ミ ドに 目 的 の
D N A断片 を加 え , T 4 D N Aリ ガ ー ゼ (ニ ッ ポ ン ジ ー ン) を 用い
て 10m M A P T存在下 で , 16 ℃ 一 晩反応させ た . 大腸 菌は , コ
ン ビ テ ン ト化 した 大腸菌=M lO9(ニ ッ ポ ン ジ ー ン)を 使用 した .
T7 D N A ポリ メ ラ ー ゼ (Sequ e n as eVer.2.0. Unit ed Sta te
Bioche mic alCorpor ation. Ohio. U S A) を 用い て ダ イ デ オ キ シ
法231 で シ ー ク エ ン ス を 行 っ た . シ ー ク エ ン ス ゲ ル は , 8.5 M 尿
素 , 7 %の ポリ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル (ア ク リ ル ア ミ ド/N, N
'
一メ
チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド, 19:1) を使用 した .
成 績
Ⅰ . 先天性プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症 の 凝血 学的所見
発端老の 出血時間 , 血小板数は と もに 正 常 , P T17,5秒(正常
値 11.9■､1 3.9), A P T T 71.4 秒 (正 常値45秒以下) と ともに 延長
を認め た . プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性が 1 0 %と著明 な 低下 を 認め る
Table 2. Prothro mbinle v el asdetermin ed by v a rio us methods
Fa mily m e mbe r
(pedigr eepo sitio n)
Pla s m aprcthr o mbin lev el(% n or m al)
On e-Stage Echis carinatu s Staphyloco agula se Im m u n ologic al
a SS ay a SS ay a SS ay a SS ay
Pr oba nd (Ⅰ - 1)
Father (Ⅰ - 1)
M otber (Ⅰ - 2)
Siste r (Ⅰ - 2)















































Fig. 2. Im m u n odiffu sio n(Ou chte rlo ny) of pla s m a ag in st a ntipr othro mbin a ntibodies. Central w e11, a ntipr othr o mbin a ntibodies;
1, n Or m al pla s m a; 2, pr Oba nd
,
s plas m a; 3, father
'
s pla s m a; 4, m Other
'
s pla sm a; 5, Sister
'
s(q-2 in Fig･1) plas m a; 6･ Sister
'
s
(ⅡT3)pla s m a. Lin e of ide ntity betw e e n n orrn ala nd abn or m alprothrombin cle arly s e e n a m o~ng alIpla s m a sinvestigated･
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以 外 , 他の 凝固 国子括性は全て 正常 で あ っ た . 循環抗凝血素は
認 め られ な か っ た .
表 2に 発端老とそ の 家 族の 血 糞を 用 い た 場合の , 種 々 の 測定
法 に よ るプ ロ ト ロ ン ビ ン 活性お よ び 抗原量の 測定結果 を示 す .




Fig･3･ Clo ss ed im mu n o el ctr ophore si of pla s m a ag in st
antipr othr o mbin a ntibodie s. P la s m a s a mples w e re r u nin
the abs e n c e(left) orpr es e n c e of c alcium io n s(right)in the
firstdirn e n sio n. No differ e n c ein mobility w as n oted
be仁W e e n n Or m al a nd patie n t
'
s pla s m a. T he addito n of
Calciu m io n sto the bufferdidn ot cha nged the patter n.
Fig. 4. An alysis of purified pr othr o mbin s by S D S-P A G E.
Nor m al･ prOthr o mbin a nd prpth▲r O mbin Hi mi migrated a s a
Single▲ba nd with the s a m e m obility of S D S-P A G E, a nd
their mo1年Cular w eights were{eSIim ated a s72,000.
図 位置: ロ ー3)iこお い て 正常血 祭 の 約 10 %, 父 お よ び 母 で は 約
50 %で あ っ た ･ gC力′∫ C αわ乃d 加 蛇毒活性化酵素を 用 い て 活性
化した α- ト ロ ン ビ ン 活性は , 発端者お よ び妹 川 一3) で 川% 以
下 , 両親が 約 60 %で あ っ た が , ス タ フ ィ ロ コ ア グ ラ ー ゼ の 場合
ほ , 発端老 およ び 妹 川 -3)で 正 常の 約 50 %, 両 親で は正 常とほ
ぼ 同 様の 活性を 示 した ･ 一 方 , 同 抗原量は全員正常 血紫と 同様
で あ っ た ･ 以上 よ り , 本家系 を先天性 プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症と
診断 L, プ ロ ト ロ ン ビ ン H 血iと命名 した ,
プ ロ ト ロ ン ビ ン 抗原の 定性 では , 抗 ヒ ト プ ロ ト ロ ン ビン 血清
に 対 して , 健常 血祭 , 発端老 お よ びそ の 家系員の 血祭 ほ ▲ それ
ぞれ 1 本の 沈降線 を作り 互 い に 融合 した ( 図2). つ ま り発端老
の 血 祭は ▲ 両 親, 健常者 と の 間 に 抗原性 の 差異を 認め なか っ
た .
血 祭を 剛 ､た 交差免液電気泳動 で は , 発端老と健常対照と の
間 に 易動産の 差異は認め なか っ た (図 3 , 左). さ ら に Ca2-イ オ
ン を加 え た 泳動緩衝液に て 易動度 を検討 した が , 両 者に 差異は
認め られ ず (図 3 , 右), 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン 分子 の Gla 領域で
の Ca2
~
イ オ ン と の 結 合は 正常 と考 え られ た .
Ⅱ . 精製異常プ ロ ト ロ ン ビ ン の 性状
異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の モ ノ Q カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
る溶出 パ タ ー ン は , 単 一 峰 と し て 正 常と ほ ぼ 同 じイ オ ン 強度で
溶出 され た (デ ー タ は 示 さ ず). 精 製異 常 プ ロ ト ロ ン ビ ン は ,
S D S-P A G E で正 常と 同 一 分子量 (72,000) で , 単一バ ン ドを示
No ｢ m al
P 一 ･ ●
Pl一 一 ･ ■ ■ 一 - ~ゝ
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Redu c ed
No r m al 剛 ml
Fig･ 5. Cle avage pat ter n of n or m al prothr o mbin and
prothr o mbin H imi by bovin efa ctor Xa (6 U/m g pr othr o.
mbin) inthe pr es e n c e of Ca2
~
(5 m M) a nd phospholipids･
T he pr odu cts of pr ote olysis ha v e be e n a n alyz ed by
S D S-P A G E. ' P. prothr o mbin; P l, prethr o mbin l; T,
α-thr o mbin; Fl, fragm e nt l; F 2, fr agm e nt 2; B ch, B
chain .
異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の 解析
した ( 図4 ).
図5 は精製 した 正 常 お よ び 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を , リ ン 脂
質, Ca
2▼イ オ ン 存在下で ウ シ Xa 国子 に よ り活性化し , そ の 限
定分解 パ タ ー ン を S D SpP A G E で調べ た もの で あ る, 異常プ ロ
ト ロ ン ビ ン は , 正常 と 同 一 分子量 の フ ラ グ メ ン ト 1 , フ ラ グ メ
ン ト 2 およ びα-ト ロ ン ビ ン を生成 し( 上段), 還元条件下でも同
一 分子量の B鎖が 検出さ れ た (下段). 精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン を
gc柚 c αrJれα王㍑∫ 蛇毒 で 活性化L た場合も , Xa 因子 で 活性化 し
た場合と同様の 結果を得た (デ ー タ ほ 示 さず). 図 6 は, g亡んね
r ♂rJ乃αf祝∫ 蛇毒に よ り正常 お よび 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を 活 性化
した 際の , 生 成 α- ト ロ ン ビ ン 活性の 経時的変化を示 した もの で
ある . 上段 が生成 α-ト ロ ン ビン の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 凝固活性 を示
したも の で あるが , プ ラ ト ー iこ 達 した 時点で 両者を比較す る
と , 異常プ ロ ト ロ ン ビ ン で は正 常の 約 37% の 活性 し か 示 さ な
い . 一一 方下段 は , 生成 α - ト ロ ン ビ ン の 合成基質 S-2238を 用い
た氷解活性を 示 した も の で ある が , 両 者は ほ ぼ 同 じ活性を 示 し
た. こ の こ と よ り , 異常 プ ロ ト ロ ン ビン ほ 低分子 量の 合成基質
は 分解す るが , フ ィ ブ リ ノ ゲ ン を フ ィ プ リ ン に 変換す る能力が
低下し て い ると 考え られ る .
ニ れ ら の 成績か ら , 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン は Xa 因子 に よ る水
解部位は正 常 であ り , α- ト ロ ン ビ ン 領域の 基質結合部位に 異常
の 存在する こ とが 推定 され た .
Ⅲ . 精製異常 トロ ン ビン の性状
Ec揖∫ ぐαr～れd£以∫~蛇毒で 活性化 さ れ た 異常 ト ロ ン ビ ン は ,
C ＼Ⅰ←セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム で単 一 峰と して 正常 ト ロ ン ビ ン とほ ぼ
同 じイ オ ン 強度で溶出され た . また S D S-P A G Eで 検討 した と
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Fig. 6. Pr odu ctio n of clotting (A) a nd amidolytic (B)
a ctivitie s upo n a ctivatio n of n or m al pr othr o mb in a nd
pr othr o mbin Himi by Echis c a rin atu s v e n om . ●, n Or m al
pr othr o mbin; ○, Pr Othr o mbin Himi.
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か っ た ( 図7).
Ⅳ . 異常 トロ ン ビ ン の 遺伝子解析
1 . PCR-S SCP 法
健常者4人, 発端老およ びそ の 両親 と 2人の 妹の 末梢白血球
よ り 高分子 DNA を抽出し , プ ロ ト ロ ン ビ ン 遺伝子 の 中の ト ロ
ン ビン 領域を コ ー ドする エ ク ソ ン 8か ら エ ク ソ ン14まで の 領域
を 5 つ に 釦ナ, P C R法に て 増幅 した . 増幅 した 5 つ の 領域 の
D ＼A断片は全て 単 一 バ ン ドで 目 的と するサ イ ズ が 得 られ , 健
常者, 発端者お よ びそ の 家系員と の 間に 差異 は認め な か っ た
Un r educ ed
N8r 汀闇I Hi汀=
Reduc ed
Nor m鋸 H 細山
T 一 - ■ ■ ■ ■ ■■ - 8Ch - ■■■ ■ ■
F ig. 7. An alysis of purified thro mbin sby S D S-P A G E. T,
α-thro mbin; B ch. Bchain . T he m ole c ular w eight ofthe
r educ ed a nd u n redu c ed for m s ofthr o mbin Himiap pe ar ed
indis tinguishable fro mthat of n o r m al α-thro mbin･
1 2 3 4 5 67 8 9
Fig.8. P C R-S S C Pa n alysis of e x o n1 0 in the prothrombin
ge n e. Ge n o mic D N A fr o mle uko cytes of n or m al c o ntroIs
(la n e sl thr o ugh 4)･a nd fa mily m e mbe rs(1a n e s5 thro ugh
9) w as s ubjected to P C R-S S C Pa n alysis u sing a pair of
Prlm erS fla nking e x o nl Oof the pr othr o mbin ge n e. ･La n e
5, PT Oba nd (L-1 in Fig.1); 1a n e6, father(Ⅰ-1); lan e 7,
m other(ト2);la n e8, Sister 丑-3;1a n e9, Sister Ⅱ一2.
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(デ ー タ は示 さず).
P C R-S S C P法で ほ 対立配列に つ い て 2本の 単鎖 D N Aを生 じ
る の で , ホ モ 接 合体 で ほ 2 本, ヘ テ ロ 接合体で ほ 4本の バ ン ド
が観察 され る . P C Rに て増幅 した D N A断片を SSC P法に て
解析 した と こ ろ , エ ク ソ ン10領域に て 発端老 , プ ロ ト ロ ン ビン




































8 )･ 健常者4 人 (第1 ～ 4列) は 2本の バ ン ドを示 した が
, 父
(第6列)と 母 (第 7列)ほ 4本 の バ ン ドを認 め , 4 本の うち2本
は 健常者 の バ ン ドと 一 致 して い た こ と よ り , 父 と 母 ほ 正常と異
常の ア レ ル を 有す る ヘ テ ロ 接 合体 で ある と 考 え られ た . しか
も, 父 と母 の 異常ア レ ル の バ ン ドは 移動度が異な っ て い た . 発
端者 (第 5列) と プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性低下の 妹(第8列)は , 父

















































































Fig･9･ Nu cle otide s equ e nc e s of e x o nlOofthe prothr o mbin ge n efr o mthe pr oba nd a nd herpar e nts･ (A) A single n u cle otide
S ubstitution, a T to C tr a n sition(*)･ Cha nge sthe c ode fr o m m ethio nin e(Met)to thr e?nine (Thr) at a min o a cidpo sitio n337･(B)A single n u cle otide s ubstitutio n･ a G to A tr an sition(*)･ Cha nge sthe c odefr o m a rginin e(Arg)to histidin e(His) at position
388･ Arr o w sindic ate the n ucle otide subsitutuio n･ P･ pr Oba nd; F･ father; M , m Other･ P he, phe nylalanin e; Le u, 1e u cin e; Val,
V alin e; Gln, glutamin e ;Ser.
1
se rin e.
異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の 解析
と 母 の 異常 ア レ ル の バ ン ドを 両 方有 し て い た ( 図 8 )･
一 方プ ロ
ト ロ ン ビン 活性が正 常 で あ っ た妹 川-2) (第 9列)ほ , 健常者と
同 一 の S S C Pパ タ
ー ン を示 した . 発 端者お よ び そ の 両 臥 妹
川 ･3) に お い て , エ ク ソ ン10領域以 外に は , 異常 ア レ ル の 存在
は認め なか っ た (デ ー タ は 示 さず). これ らの 成績よ り , 発端者
は 2種煩の 異常 ト ロ ン ビ ン の 原因と な る変異遺伝子 を 有する複
合 ヘ テ ロ 接合体で あり , そ の 変異部位は 2 ヶ所 とも エ ク ソ ン10
領域に 存在する こ と が予 測され た ･
2 . シ ー ク エ ン ス
以上 の S S C P法の 結果を ふ ま え , 次に 異常な S S C Pパ タ
q
ン を 示 した 発端老の エ ク ソ ン1 0領域 お よ び ス プ ラ イ シ ン グ部位
をサ ブ ク ロ ー ニ ン グ し , そ の 塩基配列を決定 した , P C R中で の
合成反応の 誤 りを 除外する ため に , 複数の P C R反応に 由来 L
た D N A断片か ら , 6個の ク ロ ー ン を 得て 塩基配列決定に 恥 ､
た . そ の 結果 , 6個 の う ち 3 個の ク ロ ー ン で , メ チ オ ニ ン
(m ethio nin e, M et)
-337 に相当する コ ド ン G工A が, T hr の コ ド
ン で ある G⊆A に ア ミ ノ 酸置換し て お り (変異 Ⅰ) ( 囲9･ A), 他
の 3個の ク ロ ー ン で は Arg-388に 相当する コ ドン C G C が, ヒ
ス チ ジ ン (histidin e, His) の コ ドン で ある C4C に 置換 してい た
(変異Ⅲ) ( 図 9, B).
こ れ ら2 ヶ 所の 変異が , 両親か ら由来 した もの で ある こ とを
確認する た めiこ , 両 親の エ ク ソ ン 10領域を それ ぞれ サ ブ ク ロ
ー
ニ ン グ し, 塩基配列を決定し た . 父 の 場合 , 5個 の ク ロ
ー ン の
うち 3個で337番 目 の コ.ド ン で ある G工A が G〔A
iこ置換 して お
り, 他の 2個ほ 正常者と同 様の 配列 で あ っ た . 一 方の 母 の 場 合
は , 5 個 の ク ロ ー ン の う ち 2 個 で3 8 8番 目 の コ ド ン で あ る
C亘C が C旦C に 置換し て お り , 他の 3 個は正 常 な 配列 で あ っ
た . これ ら の 結果よ り , 発端老で 認め られ た変異Ⅰ は 父由来 ,
変異Ⅵ は 母由来 で ある こ と が明 らか と な っ た . さ らに , 発端老
の ニ ク ソ ン10領域以 外の エ ク ソ ン 8 か らエ ク ソ ン14お よ び ス プ
ライ シ ン グ部位 の 塩基配列を全 て決定 し , 前述の 2 ヶ 所の 点変
異以外に は 遺伝子変異を認め な い こ と を確認 した .
考 察
プ ロ ト ロ ン ビ ン は 典型的な セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 前駆 体で あ
り , 活性 化され て α-ト ロ ン ビ ン と な る . 反応生成物の α-ト ロ ン
ビ ン は , 血 ′｣＼ 板を活性化 し た り , フ ィ ブ リ ノ ゲ ン に 作 用 し て
フ ィ プ リ ン を 生成す る . ま た , 第 V 因 子や 第 V III囚 r を活悼
化し て 血 液凝固 力 ス ケ ー ド反応を速め た り, また 第 XIII国 子を
活性化す る作用もあり , 凝 固 促進作 用 を 有 す る . し か し
一 方
で , 血管内皮細胞瞑に 存在する ト ロ ン ホ モ ジ ュ リ ン と結合する
こと に よ り , 凝固阻害因 子 で ある プ ロ テ イ ン C の 特異的活性化
③
1 5 ら l ら 6
人Ia Cト旧 CHO lrg
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因子 に 変化 し, ト ロ ン ビ ン の 向凝固作用も阻害 され る . こ の よ
う に ト ロ ン ビ ン は , 凝固促進活性 と凝固阻1上宿性の 両方 を有し
て い る が , そ の 活性発現の 機序に 関 して ほ 不 明な点が 残され て
お り , 現在も多く の 研究がな され て い る .
プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症は世界で20家系ほ ど報告 され て お り ,
日 本 で は本症例も含 め て 3家系 , プ ロ ト ロ ン ビ ン Toku shi-
m a
2 射
, O bihir o
25)
. Himi が発見され て い る . 一 般に プ ロ t ロ ン ビ
ン 異常症は 出血 傾向を呈 し , 外傷後や 外科手術で は 止血 しに く
い と い われ る . しか し, プ ロ ト ロ ン ビ ン Salakta
叫 と 本症例 の
Himi は無症状で出血 の 既往もみ られ ず, プ ロ ト ロ ン ビ ン の 構
造お よ びそ の 機能 を検討す るう え で 非常に 興味深い 症例と い え
る .
プ ロ ト ロ ン ビ ン の 活性化因子 と して は , プ ロ ト ロ ン ビ ナ ー セ
複合体の ほ か , 各種の 蛇毒酵素 , 5fα舛ッ加 occ祝∫ d ㍑re以∫ の 菌
体 外蛋白質であるス タ フ ィ ロ コ ア グ ラ ー ゼ な どが あFフ , そ れ ぞ
れ 異な っ た経路 に よ りプ ロ ト ロ ン ビ ン を 活性化する . プ ロ ト ロ
ン ビ ナ ー ゼ 複合 体ほ , Xa 因子 お よび Ca2
サ
イ オ ン , リ ン 脂質 ,
Va 因 子iこ よ り構成 され , Xa 因 子ほ プ ロ ト ロ ン ビ ン 分 子内 の
Arg-271- T hr-272 と Arg-320- Ile-321 のペ プチ ド結合 を 水解
す る こ と に よ り (図10の ① , ②), α- ト ロ ン ビ ン へ と活性化す る.
一 方 , gC力r∫ r αrf乃α 加 蛇毒中に 存在する プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性
化酵素は , Ca2
-
イ オ ン や リ ン 脂質 , Va 因子 を要求せず . プ ロ ト
ロ ン ビ ン 分子 の Arg-320-Ile-321 の部位 ( 図10の ①) を特異的
に 水解する こ とに よ り活性化す る . ま た , ス タ フ ィ ロ コ ア ク
ラ ー ゼ は プ ロ ト ロ ン ビ ン と 1:1 の 分子複合体を形成する こ と
に よ り活性化され るが , こ の 際 他の 因 子は必 要で なく , ま た 分
子内の ペ プチ ド結合もま っ た く 水 解され な い . した が っ て , ス
タ フ ィ ロ コ ア グ ラ ー ゼ で 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を活性化さ せ , そ
の 活性が 正常と 同 程度で あ っ た場合ほ , α-ト ロ ン ビ ン 領域は 正
常 で ある と考 え られ , 一 刀正常よ り低~Fして い る場合ほ , α-ト
ロ ン ビ ン 領域 内で の 構造異常が考 え られ る . こ の よ うに 活性化
因 子 を使 い 分け る こ と に よ り ト 患 者血 柴を 用 い て プ ロ ト ロ ン ピ
ン 中の ど こ に 異常が あ るか を あ る得 度予 測す る こ と が で きる .
しか し
,
こ うし た 血柴をj机 ､ た実験に は 細心 の 注 意が必 要で ,
プ ロ ト ロ ン ビ ン M ktz27一 と Molise
汎 の 場合, 血祭 を ス タ フ ィ ロ コ
ア グ ラ ー ゼ で 活性化させ ると 正常と 同様の 活性 をホ す もの の ,
精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン を用 い た実験で は , d一ト ロ ン ビ ン 領域 内に
構造異常が見い だ され た . 本症例も, 血祭を ス タ フ ィ ロ コ ア ク
ラ ー ゼ で 活性化する と 発端者で は 正常 の 約 50 %J両親で は ほ ぼ
1上常 と同 様 n活性 をホ し たか , 精製 プ ロ ト ロ ン ビ ン を月h ､て 詳
細に 検討す る と α一ト ロ ン ビ ン 領域内に 異常 が 在在す る こ と が
明 らか と な っ た .
② ④ ①
2† l ? T Z ? 鳥▲ ? d ～ ユ 7 0 3 7
l
Se r lrg T hr Arg T hr lrg l le
A ch lin
Fr lt■ent l Fr a帥 e nt 2
B chlin
Fig.10. Polypeptide chain str u ctur e a nd clev age sites of hu m a n
T
Prothro mbin･ T he r esidu e n u mbering c orre spo nds to the
sequ e n c efo rhu man pr othr o mbin by Dega n e亡 al･ T he c arbohydr ate (C H O) atta chm e nt a nd disulfide bridge (
bS-S) ar esho w n･
T he fa｡t｡rXa,a ｡tiv atio n cle v age site s(①& ②) a nd thr o mbin -pO StaCtiv atio n cle v age r?ites(③& ④) ar e als oindicated▼
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精製異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を 用い て プ ロ 1､ ロ ン ビ ン 内の 異常部
位 をよ り詳 しく検討 L た結果 , 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン は 1) Xa
因子に よ る活性化部位の 異常 , 2) Ca2-イ オ ン 結合部位 の 異
常 , 3) ト ロ ン ビ ン 領域の 異常, の 3 つ に 分類 され る .
プ ロ 1ト ロ ン ビ ン Barc elo n a2 g∵Madrid
3OJ
, Cla m art
31LLが , Xa 因子
に よ る活性化部位の 異常 と推定され て お り , こ の う ち プ ロ ト ロ
ン ビ ン Bar c elo n aと Madrid は271番 目 の Arg が シ ス テ イ ン
(cystein e, Cys) に 置換 して い t2 川,. Ca2
†
イ オ ン 結合部位の 異常
と して は
,
プ ロ 1､ ロ ン ビ ン Sa nJu a n
32rが考え られ て い るが , 構
造異常に つ い て ほ不 明で ある . プ ロ ト ロ ン ビン Himi の よ う に
ト ロ ン ビ ン 領域 の 異常と し ては , 現在ま で に 本異常 ト ロ ン ビン
も含め て 7 つ の 異 常 ト ロ ン ビ ン の ア ミ ノ 酸置換が 同定 され て い
る .
プ ロ ト ロ ン ビ ン Toku shim a で は , 418番目 の Arg が ト リ プ
シ ン に 置換 した た め叫 基質結合部位の 荷電状態ある い は 立 体構
造が変化し , そ の 結果基質結合能が低下 L た と考 え られ る . プ
ロ ト ロ ン ビ ン Quick叫 は 二 重 ヘ テ ロ 接合体で . 7 ミ ノ 酸置換部
位 は 両 方共 ト ロ ン ビ ン 領域内に 存在 し て お り , ト ロ ン ビ ン
Quick I, Quick □ と命名され て い る . ト ロ ン ビ ン Quick I は,
382番目 の Arg が Cys に 置換 して お り3S), 同部位は ア ニ オ ン 結
合 部位を形成する残基の 一 つ で あ る こ と が 明 らか に な っ て い
る ･ ト ロ ン ビ ン Quick Ⅱ は558番目 の グ リ シ ン が バ リ ン に 置換
して お り
36)
, 同部位は基質結合ポ ケ ッ ト の 一 部を 担 っ て い る の
で , そ の 異常 の ため に フ ィ ブ リ ノ ゲン 凝固 活性だけで なく合成
基質水 解活性も消失す る と 考 え ら れ る . プ ロ ト ロ ン ビ ン
Salakta で ほ4 66番 目 の グル タ ミ ン の ア ラ ニ ン へ の 置換 に よ
り
3丁-
, 基質結合部位を形成 し てい る 残基 の 立体構造 が少 し変化
し , 基質結合 ポ ケ ッ トが狭く な っ た た め , 基質 に 対す る親和性
が低下 した もの と考 え られ る.
本研究で は プ ロ ト ロ ン ビ ン Himi に つ い て , 今 まで の 異常 プ
ロ ト ロ ン ビ ン に 関す る報告をもと に して酵素学的性質の 検討を
行い , さ らに 世界で初め て プ ロ ト ロ ン ビ ン 異常症の 遺伝子解析
を行 っ た .
発端老の 血凍中の プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性ほ , - 一 段 法も し く は
E亡ん由 cαri仇 加 ∫ 蛇 毒法で約 10 %, 両親は そ れ ぞれ 約 50 % で
あ っ た が , 抗原量は 全員正常値を 示 し た . こ の こ と よ り本家系
ほ先天性の 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン 血 症で あると 診断され , 発端著
ほ ホ モ 接合体かある い は , 両親が 血族婚で な い の で 2 つ の 異な
る異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を 有す る二 重 ヘ テ ロ 接合体 で あると 考え
られ た ･ 発端者の 血 祭か ら精製 した異常プ ロ ト ロ ン ビ ン を 用い
る と , Xa 因子 に よ る活性化様式は 正常 で あ り, Xa 因子に よ る
切断部位は 正常 で あ ると 考え られ た . しか し. 生成 し た α-ト ロ
ン ビ ン の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 凝 固活性 は約 37 % と低下 し て お り ,
鵬 方合成 ペ プ チ ド基質に 対す る氷解能は 正常と 同 じで あ っ た .
以 上 の 結果か ら , プ ロ ト ロ ン ビ ン Himi はα- ト ロ ン ビ ン 領域内
中に 異常が存在する と 予想 された . そ こ で本研究 で は , 愚者染
色体 D N A を 用い て ト ロ ン ビ ン 領域 の 遺伝子解析 を行 い ,
M et-337 が Thr(変異I) に , Arg-388が His(変異Ⅱ) に 置換
L てい る こ と を明 らか に した . さ らに 両親 の 染色体 D N Aを 調
べ る こ と に よ っ て ! 変異Ⅰ は父 由来, 変異Ⅰ は母 由来 であ る こ
と を 明 らか に した ･ 従 っ て ′ 発端者 の 血 凍平に は 2藤鰍 楓
な っ 七 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン が 存在す る 二 重ペテ ロ 接合体である
と考 え られ た .
プ ロ ト ロ ン ビン H imiの 変異Ⅱ の 部位で ある Arg-388(αp ト
ン ビ ン B 鎖上68番目) は キ モ ト リ プ シ ン 番号で は73番 目に 相当
L, ま た キ モ ト リ プ シ ン 番号で は 59～ 101番の 領域 は各種セ リ
ン プ ロ テ ア ー ゼ の 間で ホ モ ロ ジ ー が 低い . ニれ は プ ロ ト ロ ン ビ
ン で は 365～ 41 8残基に 相当し , こ の 領域は糖が 結合 して い る
他, α ト ロ ン ビ ン か ら β-ト ロ ン ビ ン に 変換す る際 に 切断され る
Arg-392→ Arg-393結合が 存在す る . こ の β- ト ロ ン ビ ン は合成
基質を分解するもの の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン を フ ィ プ リ ン に 変換しな
い ･ こ れ らの こ と よ り , プ ロ ト ロ ン ビ ン の 365 ～ 418残基に 相
当す る領域 は基質結合部位 と い わ れ て い る . さ ら に , B｡de
ら
38'
に よ る か ト ロ ン ビ ン の 立 体 構造 モ デ ル を 用 い る と ,
Argづ88 ほア ニ オ ン 結合部位 に 位置し て い ると 考え られ る . ア
ニ オ ン 結合部位は陽性に 荷電 して い る活性中心近傍の 表面残基
で あり , 多くの 基質や 補因子, イ ン ヒ ビ タ ー な どと の 結合に 関
与す る部位であ ると 考え られ39 り0-, フ ィ ブ リ ノ ゲ ン , ト ロ ン ボ モ




- ア ミ ノ酸 を 置換 した リ コ ン ビ ナ ン ト変 異 ト ロ ン
ビ ン を 何種煩か 合成 し , フ ィ ブ リ ノ ゲ ン あ る い は ト ロ ン ボモ
ジ ュ リ ン の 結合部位 に つ い て 検討 した . そ の 研究 に よ ると , α-
ト ロ ン ビ ン B 鎖上 の Arg-68→ グ ル タ ミ ン に 置換 した リ コ ン ビ
ナ ン ト変異 ト ロ ン ビ ン は , リ コ ン ビ ナ ン ト正 常 ト ロ ン ビ ン と 比
較する と , フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 凝固能 は著 明 に 低下す るが , 合成基
質水解能は 正 常 で あ っ た . 精 製プ ロ ト ロ ン ビ ン Himi も同様の
酵素学的性質を 示 した . さら に こ の リ コ ン ビ ナ ン ト変 異ト ロ ン
ビ ン は , プ ロ テ イ ン C活性化能 の 低下 も示 し, そ れ は ト ロ ン ボ
キ ジ ュ リ ン 結合能の 低下に よ り生 じるもの で あ っ た . 以上 の 結
果か ら α-ト ロ ン ビン B 鎖上68番 目 , つ ま り プ ロ ト ロ ン ビ ン 上
Arg-388 は, フ ィ ブ リ ノ ブ ン お よ び ト ロ ン ボ キ ジ ュ リ ン 両方 の
重複 した結合部位 である と考え ら れ こ の 残基 の 異常に よ り ト
ロ ン ビ ン の 凝 固促進作用 と凝固 阻止作用 の 両 方が 低下するもの
と思わ れ る . 理論的 に は 臨床上 , フ ィ ブ リ ノ ゲ ン (あ る い は そ
の 他の 凝固因子) の み と の 結合部位 の 異常 で あれ ば 出 血 傾向
に , ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン の み と の 結合部位の 異常 で あれ ば血 栓
傾向に な る こ と が 予想 され る . プ ロ ト ロ ン ビ ン Himi の 変異Ⅲ
は , ま さ に 両 者の 結合部位が重複 し た部位の 異常で , 出血傾向
と 血栓傾向と が 相殺され て し ま う可 能性がある . 本症 は 臨床的
に 無症状で出血傾向を全 く示 さ なか っ た た め , こ の 試験管内反
応系 で の 実験結果を臨床的に 裏付け て い る か もしれ な い .
一 方 , 変異 Ⅰ の 部位で ある Me ト337(α-ト ロ ン ビ ン B 鎖 ヒ17
番)の 機能に 関 して は , 現在 まだ 報告が な く解 明 され て い な い .
しか し, 変異 Ⅰ の ヘ テ ロ 接合体で ある 父 の プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性
が 50 %に 低下 L て い る こ と よ り, Met-337 は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン
を フ ィ プ リ ン に 変換す るの に 重要な 残基 で あ る こ と が 予想され
る ･ ま た , αtト ロ ン ビ ン の 立 体構造 を コ ン ビ ュ ー ･ ク ー グ ラ
フ ィ ッ ク を用 い て表現す ると , M eト337の 残基に つ い て以 下の
励ま正 し い と思わ れ る (国立循環器病 セ ン タ ー 研究所 , 宮 田敏
行博士 に よ る解析). 即 ち ∴Met-337は 活性中心か ら離れ て い る
の で , ニ の 置換ほ 活性部位 の 立 体構造 に は 影響 を与 え な い ,
M et-337の 立鎖は , ア ニ オ ン 結 合部位 の 一 部 で あ るArg-382(ト
ロ ン ビ ン Quick Iに お い て Arg-382→ Cys の 置換 が報告され て
い る部位) の 近く に 位置 し てお り, こ の 残基 の 置換は ア ニ オ ン
結合部位の 立 体構造 を変化 させ , 基質結合 に 影響を与え る可能
性がある . 今後 ∫ こ の 浅基の リ コ ン ビナ ン ト変異 ト ロ ン ビン を
作成し そ の 活性 に つ い て の 検討 が必要 であ ろう .
以上 , 本研究 の 結果と 立 体構造 モ デ ル か らの 理 論的な推察~を
異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン の 解析
合わ せ て 考 え て み る と , ト ロ ン ビ ン 分 子 上 の M et-337 と
Arg胡 8 は, フ ィ ブ リ ノ ゲ ン が フ ィ プ リ ン に 変換す る際に 重要
な残基で ある と考 え らゎ た ･ また Arg-388 はト ロ ン ボ キ ジ ュ リ
ン との 結合部位で ト ロ ン ビ ン の 凝固 阻止活性の 発現に 重要で あ
ると考え られ , 本症 例で は こ の 残基 の 変異 を持 っ て い る こと よ
り , プ ロ ト ロ ン ビ ン 活性が 低値であるiこもか か わ らず , 出血 症
状を認め な か っ た 可能性 が考え られ た ･
な お本研究で は ▲ 最近癌遺伝子や癌抑制遺伝子の 突然変異検
出法と し て用し､ られ る よ う に な っ て い る S S C P分析法を , 変異
部位の 検出に 応用 した . こ の 方法を 用 い る こ と に よ り ,
一 塩基
置換の 部位 を簡軌 迅速に 検出 で き , しか も多数試料 の 分 析を
効率よ く 行う こ とが 可 能で あ っ た . 今 衡 各種遺伝病 の 原因遺
伝子の 構造異常 を検出す る方法と し て も広く応用する こ とが 期
待で き ると 思わ れ る .
結 論
異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン (プ ロ ト ロ ン ビ ン Hi 血) の 生化学 , 分子
生物学的解析を 軌 ､て , ト ロ ン ビ ン 活性発現に 関与する ア ミ ノ
酸残基に つ い て 検討 し , 以上 の 結論を 得た ･
1 . 発端老 の 精製異常プ ロ ト ロ ン ビ ン を 活性化し て 得 られ た
α_ ト ロ ン ビ ン の フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 凝固 活性は低下し て い た が , 合
成 ペ プチ ド基質に 対す る氷 解能 は正 常 と 同 じで あ っ た ･ 以 上の
結果か ら , プ ロ ト ロ ン ビ ン Himi はα-ト ロ ン ビ ン 領域の 基質結
合部位に 異常が存在す る と予測され た ･
2 . 患者染色体 D N Aを用 い て ト ロ ン ビ ン 領域の 塩基配列を
決定し たと こ ろ , 発端老は 2種類の 異常 プ ロ ト ロ ン ビ ン を 有す
る 二 重 ヘ テ ロ 接合体で あり , 一 つ は Me t-337の T hr へ の 置換
(変異Ⅰ), も う 一 つ は Argp388の H is へ の (変異 Ⅲ) 置換が認
め られ た . 両 親の 染色体 D N A解析 の 結果 , 変異Ⅰ は 父 由来 ,
変異Ⅵ は 母由来 で あ る こ と が 明 らか に な っ た ･
3 . 以上 よ り , Me ト337 とArg-388は , ト ロ ン ビ ン 分 子 上に
おけ る フ ィ ブ リ ノ ゲ ン を フ ィ プ リ ン に 変換す る際に 重要 な残基
であると 考え られ た .
4 . Arg-388ほ∴ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン と結合 し , 凝固阻 止活性
の 発現に 重要で あ る と の 試験管内反応系の 実験結果が あ る が ,
こ の 残其 の 異常を持 つ 本症例が , 異 常プ ロ ト ロ ン ビ ン で あり な
が ら出血症状 を認め な か っ た こ と ば , そ の 実験 を臨床的に 裏付
け て い る 可能惟が考え られ た .
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Key w ords pr othr ombin, thr o mbin, dysprothrombin e mia, R b rin ogen, thr o mb
o m odulin
H um anprOthr o mbinis the zym ogen of the serin pr ote asethrombin･ Bioche micaland
m olecular an alysIS Of abn o rmal
pr othro mbin m olecules･PrO血 ombin H i mi,ha v ebe enpe
rfor m edto elucidate amin oacidresidues essendalforthe expresion
of thrombin activlty･ m Othrombin actlVlty Of thepr oband
-
splas m a w aslO % that of the no rmal･ Whereaspr othr o mbin an tlgen
wa sno r m al. n er ew asnohistory ofexc es sivebleeding･ T heprothrombin Himipuri 丘ed &o mthep
roband
-
splas m a exhibit-
ed the fo1lo wing pr operties･ 1) Fact or Xa-C atalyzed prote olysis ofpr othr o mbin H imi w as n or m al･ 2)A Ip
ha- thr o mbin
derived &o mprothr o mbin Himisho w ed reduced nbrinoge n clottlng aC tivity･ a
ltho ugh it retained fu11hydrolytlC a Ctivity
to w ardsynthetic subsb
･
ateS･ T hese results stronglysuggesthatthe abn or m alityin this enzym e resides athe substra tebind
-
ingslte and otinthe active site of血e m olecule･ T belucidatethe s
t ru Cturalabno rm ality ofthe variantprothro mbin･ We per
-
fbr m ed m olec ular analysis of dysprothro mbin･ Polym erase chainreacdon a mplific atio n of 血e
ex ons8 through 14 0fthe
proband and herf amily m e mbers
-
prothro mb ingen es, Whichcode the ∝
-thro mbin m oiety, fbllow edby single-Str andconfbr
-
m ation polym orphis m an alysis, ide n捕 edtw o v ari n t c onfbr m ersin exo nlO sp
eci丘c tothisfamily･ On e v ariant allele
detected in dlefather w asinherited by the pr oband, and the other detected in the m other was als oinherited
･ Sequ enc mg
show edtw o n o velpolnt m utation sin theproband
･
sge ne･ On eis aTtoCtr an Sition ･ re S ultingin the substitution of threoni e
f｡r m ethi｡ nine at c ｡don 337(m utationI). T he otheris aG toA tr an Sition, re Sulting in the s ubstitution of histi din efor argi
-
nine atcodon388(m utaionII). Bysequ en cing analysis of herparents
-
ge n e s,it w a sdeterm inedthat mut atio nI w asinherit
-
edfro mthefadler and m utaionII fro mthe m other･ Theseresultsc onfir mthatprothro mbin Himiis c o mpoundhetero zy g
o us
fortw odysfunctionalpr othr o mbinm olec ules･ Thispresentstudy suggeststhat Arg
-388and Met-337 inα 心 O mbinare
cri ticalresidu esin dete rm 1nlng血espeCi ficity ofthr o mb intowardfi brin ogen･
